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^ Appareil d'execution automatique repetee d'un cycle thermtque en plusieurs etapes successives, notamment pour 
^amplification enzymatique de sequences d'acides nucteiques. 
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^7) Appareil d'ex6cutlon automatique r6p6t6e d'un cycle ther- 
mique en plusieurs 6tapes successives de traitement dune 
plurality d'fechantillons biologiques. 
L'appareil comporte : 

— un premier bloc calonfugS 1 , 

— une plurality de cuves thermostatiques tnd§pendantes 5, 
6, 7 m6nag6es dans ce bloc calorifug^ 1, 

une plurality de portoirs 1 1 de support d 'une pluralrte de 
tubes contenant les 6chanti)lons, cheque portoir 6tant destine 
k 4tre immerg^ successivement dans les cuves 
thermostatiques, 

— un robot 4 de transfert successif des portoirs 11. 

— un dispositif de regulation 6lectronique de la tempera- 
ture de chaque cuve 5, 6. 7. 

— un ordtnateur de commande du robot et du dispositif de 
regulation etectronique. 

Application au traitement thermique cyclique r^^te d'^chan- 
tilions biologiques, et notamment d rampfificatton enzymatique 
in vitro de sequences d'acides nucieiques. 
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La presents invention est relative k un appareil 
d'ex^cution automatigue r^p^t^e d'un cycle thermigue en plu- 
saeurs Stapes successives pour le traiteinent d ' une plurality 

d ^chantillonsbiologiques,notaimnent pour 1. amplification en- 
5 zymatique in vitro de sequences d 'acides nucleigues 

vol ''"""^"^ ^"^'^^ ^"E^'CE, 

vol. 230, pages 1350-1354, 20 decenU^re 1985, vise k ampli- 
fier au moins une sequence spdcifigue d'acides nucldigues 
ou d un melange de ceux-ci en utilisant des an,orces (pri- 
10 mers,, des nucleotides triphosphates et un agent de poly- 
n.^rxsatxon, tel gue I'ADN polymerase. Cette mdthode d'a.- 
plifxcation enzymatique in vitro est connue sous le nom de 
technxgue PCR (Polymerase Chain Reaction, et est tr^s utile 
notanunent pour ef f ectuer des tests chimigues tr^s impor- 
15 tants tels gue le diagnostic prenatal de I'an^mie . h^n-a- 
txes falcxformes ou le diagnostic du virus du SIDA. Dans 
ces cas, 1 "ADN amplif ie par PCR est d^tecte k I'aide d'une 
sonde nucl.igue compl^mentaire des sequences d'ADN axnpli- 

plus precise, cette technigue consiste 
J amplxf.er spdcif iguement un fragment d'ADN double brxn 
^ I'axde de l-enzyme ADN polymerase, permettant sa synthase 
(of la fxgure 1 annexee t cette description, qui illustre 
schematxquement deux cycles d ■ amplification, . Pour cela, 
25 xl est necessaire d'ajouter au n.ilieu reactionnel deux 
olxgonucieotides (PI et P2, spdcifiques d'une partie du 
fragment d^ADN . amplifier. Les deux oligonucleotides sont 
compiementaires des brins opposes : Pi est compiementaire 
.0 Tl I' compiementaire du brin (-, . chague 

30 oligonucleotide, une fois hybride avec son brin compie- 
mentaxre servira d' amorce (ou primer). ^ I'adn polymerase 
pour realiser 1 -elongation (extension, du brin d'ADN en 
utxlxsant le brin hybride^ 1 'oligonucleotide comme matrice 

3. L'°''T.: " ^^^"''^^ ""^^^ permettra 

35 la synthase d'un brin (-) compiementaire. 

Le primer P2 hydride au brxn {-) permettra la 
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synthase d'un brin (+) complementaire . Cette suite de reac- 
tions represents un cycle d ' amplification que 1 ' on peut 
resumer en tr^is etapes : 

* une denaturation k 92-100**C, permettant une separa- 

5 tion physique de tous les brins d'ADN compldmentaires, 

* une hybridation des primers h une temperature qui leur 
est specifique, soit de 37 ^ 65**C/ 

* une elongation du brin d'ADN par I'ADN polymerase h sa 
temperature optimale de f onctionnement , soit de 70 & 

10 80**C pour la Taq polymerase (ADN polymerase thermore- 

sistante extraite a partir de Thermus aquaticus) . 

II est important de noter que chaque brin d'ADN 
neosynthetise peut servir de matrice h I'ADN polymerase 
J.ors du cycle suivant* II en resulte une amplification 
15 exponentielle de la quantite de fragment consideree, sui- 
vant la formule Y = (1 + X)^ , ou Y est le facteur total 
d' amplification, n le nombre total de cycles d ' aunplif ica- 
tion et X la moyenne sur n cycles de I'efficacite par cycle 
d' amplification, tel que si la quantite d'ADN h amplifier 
20 est egale a A, la quantite d'ADN aprds n cycles d* amplifi- 
cation est egale a A(l+X)^. 

Un appareil decrit dans la Demande EP-A2-O 236 069 
(CETUS) est base sur cette technique, qu'il vise k automa- 
tiser sous controle d'un ordinateur, puisque son execution 
25 manuelle est tr^s longue (2 a 5 heures) et fastidieuse. 

L* appareil CETUS permet de soumettre de facon 
cyclique (jusqu*^ 100 cycles environ) un nombre donne 
d ' echantillons biologiques a amplifier du type evoque plus 
haut (notamment contenus dans un lot de 48 tubes d'essai 
30 de 0,5 ml chacun) aux differentes temperatures definissant 
les trois phases precitees (denaturation/hybridation/ 
elongation) , La temperature de chaque etape et le temps 
d* incubation des echantillons ^ chaque temperature sont 
determines par 1 * experimentateur . 
35 Les echantillons sont places dans un recepteur 

fixe k 1 ' inter ieur duquel circule un liquide thermoreguie. 
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Un transfert d'energie thermigue se fera alors entre ce 
liquide circulant et I'^chantillon biologique. Deux 
exemples sont proposes dans la Demande de Brevet CETUS 
pr^cit^e pour la realisation technique de cet appareil : 

i) le r^cepteur est en relation avec une pompe h effet 
Peltier (chauffage et refroidissement) , elle-meme 
«n relation avec un reservoir, 

ii) le r^cepteur est en relation, par 1 ' intermediaire 
d*un syst^me de valves automatiques , avec deux re- 
servoirs contenant un liquide thermoreguie, 

Toutefois, !• appareil CETUS presente un certain 
nombre de limitations : 

1) Le lot d'echantillons etant immobile, c'est un 
liquide thermoreguie qui permettra d'atteindre la 
temperature souhaitee pour les echanti lions. Ce 
liquide, h une temperature donnee, circule d'un 
reservoir de stockage ou d'une pompe a effet Peltier 
jusgu'au recepteur portant les echantillons. La cir- 
culation ayant lieu dans des conduits non-thermoregu- 
les, la temperature du liquide est modifiee et ne 
correspond plus k la temperature initiale au depart 
du reservoir ou de la pompe. 

2) Le transfert thermique entre le liquide thermoreguie 
et 1 'echantillon biologigue doit se faire ^ travers 
trois barrieres physiques : la parol du recepteur des 
tubes, une fine pellicule d'air et la parol du tube 
contenant 1 'echantillon. II en resulte une inertie 
thermique et des pertes thermiques importantes. 

3) Le remplacement d'un liquide k une temperature (Tl) par 
un liquide h une autre temperature (T2 , avec (t1-T23 
pouvant atteindre 60 »C) demande un temps non negli- 
geable, qui augraente encore I' inertie du systdme. 

4) La temperature reelle de I'echantillon est inconnue. 

5) Cet appareil permet de traiter automatiquement un 
nombre donne (48 tubes de 0,5 ml) d 'echantillons (un 
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lot d'echantillons) dans des conditions precises de 
temperatures. Cependant / les ^chantillons d'un lot 
seront tous traites de mani^re identique, c'est-^- 
dire dans les memes conditions de temperature, de 
5 temps a chague temperature et de nombre total de 

cycles. En d'autres termes, tous les ^chantillons - 
sont solidaires et traites de manidre identique. 
6) Le traitement automatique d'un second lot d'^chanil- 
lons a la suite du premier lot est impossible. 
10 7) L'immobilite totale des dchantillons ne permet pas de 

deplacer un lot entier d ' echantillons , ou une partie 
de lot, pour le presenter k un appareil de mesure ou de 
modification de 1 'echantillon. 

Ces limitations ont les consequences suivantes : 
15 A) Les pertes thermiques (limitations 1 et 2) inh^rentes 
^ la conception meme de 1' appareil CETUS, ont des conse- 
quences graves au niveau de la thermoregulation du liquide. . 
Cette perte de controle de la temperature du liquide cir- 
culant a des consequences evidentes sur la temperature 
20 reelle atteinte par 1 ' echantillon. La temperature program- 
mee sur 1' appareil est celle du reservoir de stockage (ou 
de la pompe k effet Peltier) du liquide et non la tempera- 
ture reelle creee autour du tube contenant 1 ' echantillon . 
Ce probleme peut avoir de graves consequences pour I'ampli- 
25 fication PGR en particulier pour la temperature permettant 
1' hybridation des primers qui doit etre determinee avec 
precision (experimentalement ou par le calcul) . 

B) L'inertie thermigue (limitations 2 et 3) va ^ I'en- 
centre d'un changement rapide de temperature souhaite pour 

30 1 'amplification PGR. 

C) Le fait de ne pas connaitre la temperature reelle de 
I'echantillon (limitation 4) est particuli^rement probie- 
matique avec un systeme ayant une inertie thermique et des 
pertes thermiques importantes. Notamment, les donnees publiees 

35 dans la litterature scientif ique et technique ne sont pas direc- 
tement utilisables: les temperatures publiees sont en effet les 
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temperatures r^elles. De plus, sans la connaissance de la 
temperature r^elle, il est impossible de comparer les re- 
sultats de diff^rentes experiences, 

D) Le traiteroent strictement identique de tous les 
5 dchantillons (limitation 5), ainsi que 1 ' impossibility de 
traiter automatiquement plusieurs lots d * echantillons 
(limitation 6) ont des consequences trds graves pour 1 'am- 
plification par PGR. En effet, 1 ' application essentielle . 
de 1* amplification PGR se situe dans le domaine du diagnos- 

10 tic. Dans la grande majorite des cas (maladies infec- 
tieuses) il est indispensable de connaitre la concentra- 
tion (en sequences d'ADN) du pathog^ne ^ detecter. Cette 
concentration est en effet directement liee, d'une part, 
au pouvoir infectieux du preievement biologique et, 

15 d* autre part, h la grayite et au stade d ' avancement de la 
maladie. Malheureusement , une telle quantification (la 
determination de la concentration en sequences d'ADN spe- 
cifique) est trds delicate apres amplification specifique 
des sequences ^ detecter. Cette difficulte est liee h deux 

20 facteurs : 

- la complexite des courbes d ' amplification qui atteignent 
un plateau, 

" le fait que ces courbes soient differentes en fonction 
de la concentration initiale en fragment ^ amplifier. 

25 La seule solution permettant une quantification 
precise, sur 40 cycles par exemple, est de suivre la 
cinetique d' accumulation du fragment amplifie. En d'autres 
termes, il faudrait connajLtre pour cbaque echantillon la 
concentration de fragment amplifie apr^s 4, 8, 12, 16, 20, 

30 24, 28, 32, 36 et 40 cycles. 

Or, i 1 est parfaitement impossible de suivre 
automatiquement une telle cinetique avec I'appareii CETUS 
puisque les 48 echantillons d'un lot sont traites dans des 
conditions identiques et qu'un seul lot peut etre traite 

35 automatiquement. II en resulte que le traitement automa- 
tique des echantillons par cet appareil ne permet pas de 
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faire une quantification, qui est trds souvent indispensable. 

E) Les tubes contenant les echantillons ne peuvent pas 
etre deplaces pour les presenter a un appareil de mesure 
ou de modification de 1 'echantillon (limitation 7).. 
5 En fait, au cours ou en fin d ' amplification, il peut 
etre interessant de connaitre certains param^tres, comme 
par exemple : 

- la densite optique ^ 260 nm , permettant de calculer la 
concentration de I'ADN, done d' avoir une idee du taux 

10 d* amplification instantane; 

- le pH , permettant de reajuster celui-ci a la valeur 
optimale pour I'ADN polymerase, 

De plus, il peut etre utile d'effectuer certaines modi- 
fications sur 1 'echantillon avant ou apr^s 1 ' amplification 
15 PGR, par exemple : 

- amplification de sequences d'ARN (VIH responsable du 
SIDA) : une premiere etape consiste ^ copier le brin 
d'ARN en un brin d'ADN compl^mentaire ^ I'aide d'une 
reverse transcriptase / pour ajouter ensuite dans I'echan- 

20 tillon les elements necessaires pour 1 ' amplification PGR ; 

- amplification PGR + amplification par la RNA .polymerase 
des bacteriophages T7 ou SP6 : apr^s une amplification 
PGR, une seconde amplification peut etre faite en uti- 
lisant une autre enzyme {RNA polymerase) et d'autres r^ac- 

25 tifs (nucleotides triphosphate) qu ' il faut ajouter dans le 
milieu reactionnel ; 

- amplification PGR + hybridation en milieu liquids : apr^s 
amplification PGR, une (ou plusieurs) sonde nucl^ique sp^- 
cafique(s) du fragment amplif ie est(sont) ajoutee(s) au milieu 

30 reactionnel ;1 'echantillon est alors incub^ h une tem- 
perature permettant 1 'hybridation de la sonde. 

La presente invention a done pour but de pourvoir 
^ un appareil d' execution automatique de sequences d'acides 
nucleiques qui repond mieux aux ndcessites de la pratique 
35 que les appareils visant au meme but ant^rieurement connus, 
notaimnent en ce que : 
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■ les pertes thermiques entre le lieu de chauffage "(refroi- 
dissement) et le lieu d 'utilisation (environnement des 
tubes) n'existent pas puisgue le chauffage et I'utili- 
sation se font dans le meme lieu. Ainsi, la temperature 
programmde par 1 'utilisateur sera rdellement celle de 
1' environnement des tubes. Les tubes contenant les ^chan- 
tillons trempent directement dans un bain ^ huile thermo- 
r6gul6r limitant ainsi les barri^res physiques, entre 
1' huile et 1 ' ^chantillon, h la seule parol du tube (cf .limita- 
tion pr^cit^e 2) . Un robot deplace un portoir de 48 tubes de 
1,5 ml (par exemple) entre les diff brents bains ^ huile. 
Le temps n^cessaire pour changer de bain est compris 
entre 3 et 5 secondes, rendant n^gligeables les varia- 
tions de temperature de 1 ' ^chantillon pendant le d^pla- 
cement, 

la temperature r^elle de 1 * ^chantillon sera mesur^e par 
une sonde positionn^e directement dans un tube. Cepen- 
dant, cette sonde ne sera disponible qu'en option sur 
I'appareil objet de la pr^sente invention, 
le point fort de cet appareil est de permettre une quan- 
tification en suivant la cindtique d ' accumulation du 
fragment amplifi^. Contrairement ^ I'appareil CETUS, les 
diff^rents ^chantillons d'un meme lot peuvent etre trait^s 
dans diff^rentes conditions d ' amplification, c • est-li-dire en 
particulier avec un nombre de cycles different .11 suffit pour 
cela d'utiliser un portoir de tubes compost de plusieurs 
^Idments inddpendants, le robot pouvant arreter 1' ampli- 
fication pour un seul ^l^ment alors que les ^l^ments 
restant continuent les cycles d * amplification. Le suivi 
automatique de la cin^tique peut ^galement se faire par 
traitement successif de plusieurs lots d ' echantillons t 
le premier lot subissant 4 cycles, le second 8 cycles, 
etc , 

le robot peut presenter un lot ou une partie de lot ^ un 
appareil de mesure ou de modiication de 1 'echantillon. 
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De fa^on plus precise, la presente invention a 
pour objet un appareil execution automatique r^p^tee d'un 
cycle thermigue en plusieurs etapes successives pour le 
traitement d»une pluralite d'echantillons biologiques, ca- 
5 ract^rise en ce qu'il comporte : 

- un premier bloc calorifuge, 

- une pluralite de cuves thermos tatigues ind^pendantes m^na- 
gees dans ce bloc calorifuge, qui sont ^quip^es chacune 
d'un element chauffant^ 

10 - une plurality de portoirs de support d'une pluralite de 
tubes contenant les echantillons precit^s, chague portoir 
dtant ^quip6 de pieds d » appui et d'oreilles de prehension 
et dtant destine a etre immerge successivement dans la plu- 
ralite de cuves thermostatiques pr^citees, 

15 - un robot de transfert successif des portoirs, ^quipds des 
tubes d'echantillons, d'une cuve thermostatique h la sui- 
vante, lequel robot comporte un bras de manoeuvre ^quipd 
d'une pince de prehension de chaque portoir par I'inter- 
mediaire de ses oreilles precit^es, 
20 - un dispositif de regulation electronique de la tempera- 
ture de chague cuve, 

- un ordinateur de commande du robot et du dispositif de 
regulation electronique des temperatures des cuves en fonc- 
tion du cycle thermique precite, les temperatures des cuves 
25 et le temps d' incubation dans chaque cuve ainsi que I'ordre 
de transfert des differents portoirs et le nombre de cycles 
auxquels sont soumis les Echantillons de chaque portoir 
etant pilotes par cet ordinatrur, 

L» appareil seloii 1' invention est avantageusement 
30 applicable h 1' execution de la technique PCR d^crite plus 
haut, ^ savoir de 1 'amplification enzymatiqu^ in -vitro de 
sequences d'acides nuclEigues. En outre, les cuves thermo- 
statiques peuvent etre constitutes, soit par des cuves rem- 
plies chacune d'un fluide echangeur de chaleur ,def inissant 
35 un bain thermostatique et cooperant avec un dispositif 
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d' agitation pour homogeniser la temperature du bain corres- 
pondant, soit par des cuves thermostatiques simples sans 
fluide ^changeur de chaleur. 

L'appareil selon 1* invention peut etre avantageu- 
5 sement ^guip^ d'un deuxidme bloc calorifugd comportant au 
moins une cuve r^frig^r^e ^ 4**C et destin^e h stocker les 
portoirs avant et/ou aprds traitement thermique complet 
des ^chantillons correspondants. 

Selon une variante avantageuse de cette disposi- 
10 tion, le bloc refrig^r^ est remplac^ par un simple plateau 
de stockage. 

La hauteur des premier et deuxi^me blocs calo- 
rifug^s est fonction de celle des portoirs, qui peuvent y 
etre disposes superposes. 
15 En outre, une sonde thermique peut etre soli- 

daire de la pince du robot et coop^re avec un tube t^moin 
de chaque portoir. 

Outre les dispositions qui pr^c^dent, 1 * inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 
20 ront de la description qui va suivre* 

L' invention sera mieux comprise ci I'aide du 
complement de description qui va suivre, qui se ref^re 
aux dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 est une illustration sch^matique 
25 de deux cycles d' amplification enzymatique de sequences 

d'acides nucleiques selon la technique PCR/dej^ d^crite 
plus haut, 

- la figure 2 est une vue en perspective de 
l'appareil selon 1* invention, 

30 - la figure 3 est une vue de dessus de l'appa- 

reil de figure 2 repr^sent^ sur un plan de travail, 

- la figure 4 est une vue du portoir utilise 
dans 1 "appiareil conforme h 1» invention, qui y est reprd- 
sentd d^veloppd ^ plat. 

35 II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 

dessins et les parties descriptives correspondantes , sont 
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donnes uniqueinent a titre d' illustration de l^objet de 

1* invention, dont ils ne constituent en aucune inaniere une 

limitation. 

L'appareil automatique selon 1 ' invention se 
compose de quatre parties principales : 

- un bloc thermostate 1/ 

- un robot 4 , 

- un bloc refrigere 3, 

- un ordinateur de commande pilote par son logiciel. 

Le bloc thermostate 1 qui est calorifug^, se 
compose de trois bains thermos tatiques 5, 6 et 7 ^ huile 
equipes chacun d'un dispositif de chauff age/ regulation de 
temperature reglable individuellement dans la plage : 
temperature ambiance - 100 ''C. 

Chague bain est done constitue d ' une cuve remplie 

d'un fluide dchangeur de chaleur, d'un element chauffant, 
d'une sonde de mesure de temperature et d'un syst^me 
d' agitation qui permet d 'homogeneiser la temp^rateure du 
fluide . 

Une mousse en roati^re plastique assure 1* isola- 
tion thermique entre cuves et limite les deperditions 
calorifiques vers I'exterieur- 

Un dispositif de regulation electronique de tem- 
perature de chaque cuve est integre dans un boitier de 
commande 2. La fixation des points de consigne et I'affi- 
chage des temperatures reelles sont obtenues, soit grSce 
h un boitier de commande ind^pendant , soit grace h 1' or- 
dinateur de commande. 

Le robot 4, qui est d'un type connu en soi, 
comporte un bras de manoeuvre 8 6qn±p6 d'une pince 
comprenant deux doigts de prehension 10. 

II assure le transfert des portoirs 11 contenant 
les tubes d' echantillons (20 ^ 100 tubes par portoir) 
d'un bain thermostat^ h 1» autre. 

Une sonde thermique 20, solidaire de la pince 
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permet de connaitre la temperature dans un tube teinoin du 
portoir 11 . 

Sa pince a 4t4 adaptee pour que 1' operation de 
prehension du portoir se fasse ^ I'ouverture, comme il 
5 est precise plus loin., 

Le bloc r^frigdr^ 3 est analogue au bloc ther- ' 
mostaticue, 1 mais ne comporte qu'une seule grande cuve 9 
r^frigeree ^ 4°C et destin^e ^ recevoir les portoirs neufs 
et les portoirs apr^s traitement, en bloguant toute rdac- 
10 tion biologique. 

Cette cuve est plus profonde que celles qui sont 
utilis^es dans le bloc thermostatique , car elle peut conte- 
nir des portoirs superposes sur deux Stages, 

La source de froid est obtenue grace h un groupe 
15 frigorifigue de type connu ou une cellule ^ effet Peltier 
de type connu. 

Le bloc r^frigdr^ peut etre remplac^ par un 
simple plateau de stockage. 

L'ordinateur de commande utilise est un micro- 
20 ordinateur de type connu. 

Le logiciel de commande g^re le f onctionnement 
complet de 1' automate, il permet notamment : 

- l*affichage et la mise en place des points de consigne 
des temperatures de chaque bain thermostatique, 

25 - I'affichage de la temperature rdelle de chaque bain, 

- la programmation du temps de presence d'un portoir dans 
une cuve, 

- la fixation du nombre de cycles thermiques pour un por- 
toir, 

JO - la determination de I'ordre de passage, dans les diff brents 
bains, de chaque portoir, 

- le f onctionnement continu, sans intervention manuelle,pour 
le nombre de portoirs qui a 6t6 fourni ^ 1' automate, 

- la programmation d'un arr^t momentane du f onctionnement 

5 de 1 ' automate pour r^aliser une operation manuelle (par exemple 
a jout de r^actif ou prei^vement pour analyse). 
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Chaque portoir 11^ montre en detail a la. figure 4, 
comporte une plaque perforee 12 comportant 49 (7X7) ori- 
fices 13,dont: 48 orifices sont destines ci recevoir les tubes 
contenant des echantillons de sequences d'acides nucl^igues 
5 ^ soumettre li 1 • amplification enzymatique PGR par passage 
successif, a I'aide du robot 4 et sous controle de l*ordi- 
nateur 30 (associe k une imprimante 40 et a un dcran 50) , 
dans les trois cuves thermostatiques 5^7 dans lesquelles 
ont respectivement lieu les etapes de d^naturation,hybri- 
10 dation et Elongation ddcrites plus haut, 

Dans le 49-^me orifice, 13a, qui se trouve en 
position centrale dans la plaque 12, est dispose un tube 
temoin destine ^ recevoir, le cas dch^ant, la sonde ther- 
mique 20 precitde solidaire de la pince 9 du robot. 
15 Le portoir 11 comporte des pieds (ou pattes) 14 

qui sont illustrees en pointille h I'etat developpd ^ la 
figure 4 et qui sont perpendiculaires au plan de cette fi- 
gure et diriges vers le bas. Ces pieds 14 sont Equip^s de^ 
tetons de centrage 15 permettant un positionnement precis 
20 portoir dans chaque cuve ou sur le couvercle (non reprE- 
sente et qui est decrit ci-apr6s) d'un portoir inf^rieur 
en tenant compte du fait que la profondeur de la cuve 3 est 
telle qu'elle permet de gerber les portoirs. 

Deux oreilles de prehension 18, perpendiculaires 
25 au plan de la figure 4 et dirig^es en sens opposE aux 

pattes 14, ^ savoir vers le haut, permettent aux doigts 10 
de la pince du robot de transferer les portoirs d'une 
cuve h 1 'autre. A cet effet, chaque oreille 18 comporte deux 
orifices 21 dans lesquels sont introduits deux ergots port^s 
30 par chaque doigt 10. 

La plaque 12, ainsi que les pattes 14, peuvent 
comporter des Evidements d ' alldgeraent, tels que ceux indi^ 
qu6s par les r^f^rences num^riques 16 et 17. 

Les orifices 19 sont destines h recevoir les 
35 tetons de centrage 15 d*un portoir supdrieur lorsque deux 
portoirs sont superposes dans la cuve 3. 
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Chaque plaque 12 est destinee a coop^rer avec un 
couvercle, qui n'a pas ^te represent^ car il est constitue 
par une plaque identique ^ la plaque 12, sauf le fait qu'il 
est d^pourvu de pattes et d'oreilles. Ce couvercle est 
^ appliqu^ sur les tubes places dans la plaque 12 et est 
maintenu press^ contre les bouchons des tubes ii I'aide 
de quatre ianguettes 22 port^es par les deux cot^s de la 
plaque 12 sur lesquels sont m^nag^es les oreilles de pre- 
hension 18 et repli^es vers I'intdrieur de la plaque 12 
10 parall Element ^ celle-ci. De cette mani^re est assure le 
positionnement rigoureux des tubes contenant les ^chantil- 
lons h amplifier, ^vitant ainsi qu'ils remontent sous 
l*effet de la pouss^e d'Archimdde lorsqu'ils sont immerg^s 
dans un bain thermos tatique ou que les bouchons des tubes 
15 s'ouvrent sous I'effet de la pression de 1 ' ^chantillon. 

II va de soi que la configuration g^n^r^le du 
portoir de la figure 4 est susceptible d'etre adapt^e h 
diffdrents types de tubes a essai pour ^chantillons - 

De plus, il est possible d'utiliser une plurality 
20 de portoirs de dimensions reduites, chacun pourvu de ses 
propres pattes de positionnement et de ses propres oreilles 
de prehension et que I'on peut imaginer obtenir h partir de 
la plaque 12 en subdivisant celle-ci en plaques ei^mentaires , 
Ceci permet de faire suivre aux ^chantillons de certains 
25 portoirs ei^mentaires juxtaposables un processus different de 
celui des autres portoirs ei^mentaires. 

L'appareil automat ique dont on vient de d^crire 
les composants assure done le transfert des portoirs de 
tubes d'echantillons dans trois bains thermostat^s ^ temp^- 
30 rature r^glable pour qu'ils puissent y subir de f aeon r^petde 
le traitement thermigue cyclique en trois dtapes successlves. 

Cet appareil est done parfaitement adapts k la 
technique d ' amplification PCR et permet,d'une part,de r^- 
soudre les probl^mes essentiels posds par l'appareil CETUS 
35 decrit plus haut et, d' autre part, d' assurer un traitement 
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automatique d'un nombre eleve d ' echantillons, notamment 250 
h 300 tubes de 1,5 ml environ et plus de 500 tubes de 0,5 ml. 

La temperature des bains, le temps d* incubation 
dans les bains, I'ordre de passage des diff brents portoirs 
5 et le nombre de cycles d* amplification sont programmables. 

En particulier, les temperatures des bains peuvent 
^voluer automatiquement pendant une experience et le chan- 
gement de cuve peut etre non seulement programme dans le 
temps, mais aussi en fonction de la temperature d'^chantil- 

10 Ion grSce a la sonde thermique de mesure de temperature 
associee h chaque portoir. 

Une zone de stockage (bloc refrig^r^) permet de 
placer les portoirs avant et aprds passage dans les cuves 
thermostatiques, et assure un f onctionnement automatique 

15 sans intervention humaine pour 3^5 portoirs. 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr^c^de, 1 ' in- 
vention le se limite nullement ^ ceux de ses modes de 
realisation et d ' application qui viennent d ' etre d^crits 
de fagon plus explicite ; elle en embrasse, au contraire, 

20 toutes les variantes qui peuvent venir k 1' esprit du tech- 
nicien en la mati^re, sans s'ecarter du cadre, ni de la 
portee, de la presents invention. En particulier, il y a 
lieu de noter que les domaines d ' application de I'appareil 
selon 1' invention sont en general constitues par tous ceux 

25 ou il est necessaire d* avoir une temperature constante 
(et eventuellement r^glable suivant les besoins) pendant 
un temps donne. II s ' agit done essentiellement des reac- 
tions enzymatiques et des techniques d ' hybridation ADN/ADN, 
ARN/ARN, et ADN/ARN et en general de toutes les techniques 

30 dans lesguelles une pluralite d' Echantillons biologiques 
doit etre soumise de fagon rep^tee k un cycle^ theirmique 
en plusieurs Stapes successives, la technique PGR vis^e 
dans la description qui precede n'dtant done pas limitative* 
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RE VEND I C ATI ONS 
Appareil d* execution automatique r^p^tde 
d'un cycle thermique coinprenant plusieurs Stapes succes- 
sives pour le traitement d'une plurality d'^chantillons 
biologiques, caract^ris^. en ce qu'il comporte : 

- un premier bloc calorifug^ (1), 

- une plurality de cuves thermostatiques inddpendantes 

(5, 6, 7) in^nag^es dans ce bloc calorifugd (1), qui sont 
^quip^es chacune d'un dl^ment chauffant, 

- une plurality de portoirs (11) de support d'une plurality 
de tubes contenant les echantillons precites, chaque por- 
toir (11) ^tant ^quip6 de pieds d • appui (14) et d'oreilles 
de prehension (18) et ^tant destine ^ etre immerg^ succes- 
sivement dans la plurality de cuves thermostatiques pr6- 
citdes (5,6,7), 

" un robot (4) de transfert successif des portoirs (11) , 
^quip^s des tubes d • echantillons, d' une cuve thermostatigue 
k la suivante,lequel robot (4) comporte un bras de manoeuvre 
(8) ^quip^ d'une pince (10-10) de prehension de chaque 
portoir (11) par 1 ■ interm^diaire de ses oreilles pr^ci- 
t^es (18) , 

un dispositif de regulation eiectronique de la tempe- 
rature de chaque cuve (5, 6, 7), 

un ordinateur de commande du robot et du dispositif de 
regulation eiectronique des temperatures des cuves en 
fonction du cycle thermique precite, les temperatures des 
cuves et le temps d* incubation dans chaque cuve ainsi que 
1 'ordre de transfert des differents portoirs et le nombre 
de cycles auxquels sont soumis les echantillons de chaque 
portoir etant pilotes par cet ordinateur. 

2.- Appareil selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu'il est equipe d'un deuxidme bloc calorifuge (3) 
comportant au moins une cuve (9) refrigeree ^ 4*»C et destinee 
h stocker les portoirs (11) avant et/ou apr^s traitement 
thermique complet des echantillons correspondants. 
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3. - Appareil selon la revendication 1, caracteris^ 
en ce qu'il est equipe d'un plateau de stockage des portoirs. 

4. - Appareil selon la revendication 2, caractdrisd 
en ce que la cuve refrig^r^e (3) pr^sente une hauteur double 

5 de celle de la cuye thermostatde (1) pour y gerber plusieurs 
portoirs (11) avant et/ou apr^s traitement thermique des ' 
echanti lions. 

5. - Appareil selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1, 2 ou 4 , caract^rise en ce qu'au moins un portoir 

10 se compose de plusieurs portoirs el4n»entaires ind^pendants 
juxtaposables . 

6-- Appareil selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 ou 5r caract^rise en ce qu*une sonde thermique (20) 
est solidaire de la pince du robot (4) et coop^re avec un . 

15 tube temoin de chaque portoir (11). 

7. - Appareil selon l*une quelconque des revendica- 
tions 1^6, caracterise en ce que le premier bloc calori- 
fuge (1) comporte trois cuves thermostatiques (5, 6, 7) et 
le cycle thermique correspond h 1' execution de I'amplifica- 

20 tion enzymatique in vitro de sequences d'acides nucl^iques . 

8. - Appareil selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 ou 7, caracterise en ce que les cuves (5, 6, 7) du 
premier bloc calorifuge (1) sont remplies d'un fluide dchan- 
geur de chaleur definissant un bain thermostatique et sont 

25equipees, en outre, d'un dispositif d' agitation permettant 
d 'homog^neiser la temperature de la cuve cqrrespondante. 
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